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(§) Die Erfindung betrifft Peptide des Antigens Sm-D, beste- 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriff t Peptide des Antigens Sm-D, die von Antikorpern in biologischen Hussigkeiten erkannt 
werden, insbesondere von Antikorpern, die in Korperflussigkeiten von Patienten auftreten, die am $ystemischen 
Lupus erythematodes (SLE) erkrankt sincL 

Weiterhin betrifft die Erfindung die Verwendung dieser Peptide und ihrer Folgeprodukte fur die Diagnostic 
von SLE in vitro, sowie ihre Verwendung als Vakzine zur Erzeugung von Toleranzmechanismen und die 
Berehstellung tmmunogener und antigener Kompositionen und von Testkits. 

Aufierdem betrifft sie Antikorper, die durch diese Peptide in vivo induziert werden sowie ein Verf ahren zur 
Bestimmung von Anti-Sm-D-Antikorpern in biologischen Flussigkeiten. 

Es ist bekannt, daB viele Autoantigene in enger raumlicher Beziehung zueinander stehen. So bilden z. B. die 
Sm- und die verschiedenen RNP-Proteine einen Ribonukleoproteinkomplex, der im Kern eukarioter Zellen 
vorhanden ist (snRNP). Anti Sm-Antikorper erkennen verschiedene Proteine des snRNP-Komplexes, die als B r , 
B, D, E, F und G bezeichnet warden. Dieser Komplex spielt wahrscheinlich eine zentrale Rolle beim Splicen der 
pr£-mRNA, wobei das Sm-D-Protein ein wichtiges Regulationsprotein darstellt, indem es die Bindung verschie- 
dener RNA's regulieren soIL # 

Welche Mechanismen zur Autoantikdrperbildung fuhren, ist letztlich noch ungeklart Auffaflig ist, daB for den 
Zellzyklus besonders wichtige Regulationszentren Ziel der Autoantikdrper beim SLE und ihm verwandten 
Syndromen sind Bei der Entstehung von Autoimmunerkrankungen sollen im allgemeinen besonders wichtige 
Regionen von Autoantigenen erkannt werden und ihre physiologische Funktion stdren. 

Bloom und Mharbeiter konnten an Untersuchungen vom Hybridomzellinien nachweisen, daB mittels Hybn- 
domtechnik produzierte Anti-Sm-Ak auch DNA erkennen konnen (Bloom, DD. et al, J. ImmunoL 1993; 150 (4): 
1579—1590). Die Autoren schluBfolgertendaraus, daB fur die Bildung von Anti-Sm-Ak nicht das Sm-D-Protein 
ailein als Antigen wirkt Vielmehr wird angenommen, daB sowofal das Sm-D-Autoantigen als audi die DNA — 
moglicherweise als Komplex — das autoimmune Agens bilden. Bisher konnte noch keine Bindungsfahigkeit des 
Sm-D-Proteins mit der DNA festgestellt werden. Die physiologische und pathophysiologische Bedeutung des 
Sm/DNA-Koraplexes ist bisher nicht bekannt 

Lebrun und Mitarbeiter fuhrten Immunisierungsversuche an bestimmten Mausestammen mit DNA durch* die 
sie mk einem argininrachen Fusionsprotein koppelten und dadurch eine Lupusnephritis erzeugen konnten 
(Lebrun, P. et al, Lupus 1994; 3: 47—53). Auch sie schluBfolgerten, daB bestimmte, an die DNA-bindende 
Proteine notwendig sind urn eine autoimmune Reaktion zu erzeugen. 

Fflr den systemischen Lupus erythematodes (SLE) geken neben den Antikorpern (Ak) gegen native oder 
Doppelstrang-DNA (dsDNA) Anti-Sm-Ak als diagnostischer Marker. Aufierdem wird flmen eine pathogeneti- 
sche Rolle bei der Entstehung von Organsch§digungen zugeschrieben. Der Nachweis der Anti-Sm-Ak gelingt in 
Europa (im Gegensatz zu den Anti-dsDNA-Ak) nur bei relativ wenigen Patienten, wahrend sie in den USA bei 
ca. einem Drittel der Patienten mit SLE bestimmt werden konnen. Als Ursache wird eine andere ethnische 
Zusammensetzung der Bevdlkenmg angesehen. (Abuaf, N. et al Eur. J. Clin. Invest 1990; 20: 354—359). 

Es gibt verschiedene Nachweisverf ahren fur die Bestimmung von Anti-Sm-Ak. 

Relativ spezifische Verfahren fur den Nachweis von Anti-Sm-Ak sind die Immundiffusion und Gegenstrom- 
elektrophorese, jedoch sind diese wenig senshiv und zudem zehaufwendig und teuer. 

Mittels Immunoblotting konnen Anti-Sm-Ak je nach dem verwendeten Antigensubstrat auch in Europa in ca. 
30% der SLE-Patienten nachgewiesen werden (Riemekasten, G. und F. Hiepe, Z. arztL Fortb3<L 1992; 86: 
2 17 —222). Durch dieses Verfahren ist es mdglich, Anti-Sm-Ak besser zu charakterisiereiL So reagieren Anti-Sm- 
Ak-positive Patienten u. a. mit den B'B-Proteinen sowie mit den Proteinen D,EJF und G eines kleinen nuklearen 
Ribonukleoproteinkomplexes (snRNP). WShrend Anti-B'B-Ak nicht so spezifisch fur den SLE and, gelten 
Antikdrper insbesondere gegen das D-Protein als SLE-spezifisch. 

Diese Immunoblotting-Methode hat jedoch den Nachtefl, daB sie einen erheblichen Zeitaufwand erfordert 
und teuer ist Daruber hinaus wird viel Erf ahrung bei der Auswertung bendtigt 

Es werden deshalb in vielen Laboratorien kommerziell erhaltliche ELISA-Techniken fur den Nachweis von 
Sm-Ak verwendet, die sich durch eine hohe SensMvitat und durch eine relativ einfache DurchfQhrbarkeit bei 
hohem Probendurchsatz auszeichnen, Diese Tests werden beispielsweise auf der Basis von aus Thymusextrakten 
gereinigtem Sm als Festphasen-Antigen (WO 90/10229) und rekombinant hergestelltem Sm-Antigen (Rokeach, 
LA. et al, Gin, ImmunoL and ImmunopathoL 1992; 65 (3): 315-324) durchgefuhrt Rokeach und Mitarbeiter 
konnten erstmals die cDNA des Sm-D-Proteins isolieren und zeigen, daB sie ein aus 1 19 AS bestehendes Protein 
kodiert AuBerdem wurden verschiedene Peptide des Sm-D-Antigens beschrieben. 

Damit waren die Grundlagen fur die Entwicktong von ELISA's auf der Basis von synthetisierten Peptiden 
geschaffen, vgL EP0295 719, in dem die Anwendung von kloniertem Sm-D zur Diagnostik des SLE beschrieben 
wurde. 

Eine Vieizahl dieser z. T. auch kommerziell erhaltlichen Tests sind jedoch rdativ instabii, zeitaufwendig und 
aufgrund von falsch positiven Ergebnissen tnfolge von Kreuzreaktionen weniger spezifisch (WO 90/10229). 

Um die Hauptepitope des Sm-D-Proteins zu ermitteln, wurden von James und Mitarbeitern das ganze 
SmD-Protetn in Oberlappende Oktapetide zerlegt und die Reaktivitaten im ELISA gegenuber 15 SLE-Seren 
untersucht (James et al Clin, exp. ImmunoL 1994; 98: 419-426). Es wurden 5 Epitope gefunden, Hauptepitope 
waren ebenfalls am C-terrainalen Ende sowie Epitope der AS 37 -53, der AS 69-76 und der AS 5- 12, Barakat 
und Mitarbeiter f anden 3 Regionen des SmD-Proteins (Region 1 . bis 20. AS, 44. bis 67. AS und 97. bis zur 1 19. AS) 
mit denen zuvor im Immunoblotting nachgewiesene Anti-SmD-Ak-poshive Seren reagieren (Barakat et al, din. 
exp. ImmunoL 1990; 81: 256-262). 67% der insgesamt 18 Anti-SmD-Ak-poativen Seren reagierten mit dem 
Peptid 1-20, 89% mit dem Peptid 44-67 und nur 33% mit dem Peptid 97-119. 165 SLE-Seren wurden 
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hinsichtlich Hirer Reaktivit&t im ELISA mh den Peptiden 1-20, 44-67 und 97-119 getestet, wobei positive 
Reaktionen in 59%, 37% und 1% auftraten, Sabbatini und Mitarbeiter fanden positive Reaktionen gegen die 
Region 95- 1 19 in 25% der 4S SLE-Seren im EUSA ( Sabbatini, A. et al, J. RheumatoL 1993; 20: 1679- 1683)i 

Bei all diesen Untersuchungen wurden kurzkettige Peptide verwendet, und die Anzahl der positiven Resultate 
bei SLE-Seren schwankte fur das C-terminale Ende zwischen 1% und 33% im EUSA. Damit bringen diese 5 
synthetisch hergestellten Peptide gegenuber den kommerziell erhaltlichen Tests keinen wesentHchen Vortefl. 
Mit diesem Epitopmapping konnen nur lineare Epitope erfaBt werden. Die Reaktivitat bei Autoimmunerkran- 
kungenist jedoch gegen intakte Autoantigene gerichtet (Tan, EM, J. Exp. Med 1994; 179: 1083- 1086). 

Bei einer moglichen Verwendung der gesamten Sm-D-Antigene besteht die Gefahr, daB wichtige Epitope 
durcb Sekundar- und Tertiarstruktur fur die Antikorper nicht mehr zuganglich sind. AuBerdem kann durch 10 
Bindung von Teilen des Sm-D-Antigens an andere Autoantigene, vorzugsweise DNA, eine neue Konforraation 
entsteheiL 

Ein Nachweis einer Reaktivitat der Anti-La-Ak, die gegen ein Konformationsepitop gerichtet ist, konnte 
mittels verschieden langer Peptidketten des La-Proteins als Festphasenantigen im EUSA durch RischmueBer 
und Mitarbeiter erbracht werden (Rischmueller, M et al, Clin, exp. ImmunoL 1995; 101: 39—44). 15 

In WO 91/18920 sind Peptide des Sm-D-Antigens bestehend aus 15 bis 40 Aminosauren und ihre Verwendung 
fur die Diagnostik des SLE beschrieben. Diese bekannten Peptide, deren Aminosauren hauptsachlich N-terminal 
orientiert sind, weisen jedoch nur eine niedrige Frequenz positiver Reaktionen auf (ca. 30% positive Reaktio- 
nen). 

Der Erfindung lag deshalb die Aufgabe zugrunde, spezifische Peptide des Antigens Sm-D bereitzustellen, 20 
wobei diese Peptide und ihre Fotgeprodukte fur die Diagnose von SLE besonders gut geeignet sein soHen. 

Desweiteren lag der Erfindung die Aufgabe zugrunde, auf der Basis dieser Peptide einen einfachen, schneD 
durchfuhrbaren und sicherenTest zur Diagnose von SLE zu entwickeln, A h. den Prozentsatz von echt-positiven 
zu falsch-positiven Resultaten zu senken. 

AuBerdem besteht die Aufgabe darin, Antikorper und Anti-Idiotyp-Antikorper bflden oder binden zu konnen, 25 
die in ihrer Spezifitat den Autoantikorpern von SLE-Patienten entsprechen. 

Die Aufgabe wird erfindungsgemaB durch (fie Merkmale der Anspruche realisiert 

Oberraschend wurden solche Peptide, die ein Konformationsepitop bflden und Autoantikorper binden kon- 
nen, wie sie beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) vorkommen, in Peptiden des Proteins Sm-D mit 35 
bis 45 Aminosauresequenzen gefunden. 30 

Es handelt sich erfindungsgemaB urn die Peptide 



a) PKVKSKKRBAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

b) EPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
C) VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

d) DVEPKVKSKKRBAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

e) VDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

f) RVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

g) IRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

h) TIRVDVKPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

i) DTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
j) LDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
k) PLDTXRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGKGGP^ . 

Besonders bevorzugt ist das Peptid aus 37 Aminosauren mit der Struktur 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR. 



35 



40 



45 



50 



55 



Die Synthese der Peptide erfolgt nach an sich Qblichen Verfahren (Atheron, R and R. C Sheppard, In Sotkie 
Phase Synthesis — A Practical Approach, ERL Press at Oxford University Press, 1989). 

Die Spezifitats- und AktivitatsprQfung dieser Peptide wird mittels "Enzyme-linked immunsorbent assay* 60 
(EUSA) durchgefOhrt 

ErfmdungsgemaBe Antikorper, die gegen Konformationsepitope des Sm-D-Antigens gerichtet sind, sind 
dadurch gekennzeichnet, daB sie ein oder mehrere der erftndungsgemaBen Peptide des Antigens Sm-D erken- 
nea kftnnen, insbesondere die oben genannten Peptide a) bis k). Ihre Herstellung erfolgt nach an sich Qbfichen 
Verfahren durch 65 

— Immunisierung von Miusen oder Immunisierung von Milzzellen in vitro mit den erflndungsgemaBen 
Peptiden 
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— Isolierung der Milzzellen und Fusionierung mit KrebszeHen zu Hybridomzeflen; Selektion positiver 
KJone 

— Isolierung der Antikorper. 

Diese Antikorper werden sowohl in verschiedenen hnmunologischen Testsystemen, in unterschiedlichen 
ELISA-Testsystemen, in der DurchfluBcytometrie und im Western Blot eingesetzt 

ErflndungsgemaBe Anti-Idiotyp-Antikorper, welche gegen Antikorper gebildet werden, die gegen Konforma- 
tionsepitope des Sni-D-Antigens gerichtet and und die die erfindungsgemaBen Peptide erkennen, sind dadurch 
charakterisiert, daB sie auf spezifische Art die Autoantikorper des SLE in biologischen Flussigkeiten erkennea 
Ibre HersteDung erfolgt ebenfalls nach an sich bekannten Verfahren durch Immunmerung mit den entsprechen- 
den Autoantikdrpenx 

Antigene Kompositionen enthalten erfindungsgemaB ein oder mehrere dieser erfindungsgemaBen Peptide, 
bevorzugt das Peptid VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR, und sand dadurch cha- 
rakterisiert, daB sie mit den Aatoantikdrpern^ wie sie in biologischen Flussigkeiten beim SLE vorkommen, 
spezifisch reagieren und sind ggfc an verschiedene Trager, wie Polystyren, chemisch aktiviertes Polystyren, 
aktivierte Sepharosen, Zellulosen und ahnliche gekoppelt, die die Antigenitat noch verbessern kdnnen. 

Immunogene Kompositionen enthalten ein erfindungsgemaBes Peptid oder eine Verbindung dieses Peptids 
mit einem Tragermoiekul oder einem anderen Auto-Ag, vorzugsweise DNA, bevorzugt das Peptid 

VEPKVKSKJOREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR, 

und induzieren die Produktion der Antikorper, die fahig sind, Autoantigene beim SLE zu erkennen. 

Das erfmdungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung von Anti-Sm-D-Antikorpern in biologischen Flussigkeiten 
wird durchgefuhrt, indem mindestens eines der erfindungsgemaBen Peptide, das ggf. an ein Tragennaterial 
gekoppelt ist, oder auch ein Auti-Idiotyp-Antikdrper mit den biologischen Flussigkeiten unter Bedingungen, die 
eine Antigen-Antikdrper-Reaktion zulassen, in Kontakt gebracht wird und der Nachweis dieser Antigen-Anti- 
kdrper-Reaktion durch physikalische oder chemische Methoden erfolgt 

GemaB der Erfindung werden die Peptide in einem Testkit fur die Bestimmung von Anti-Sm-D-Antikorpern 
verwendet Dieser Testkit ist gekennzeichnet, durch 

— mindestens ein erfindungsgemaBes Peptid oder einer Verbindung dieses Peptids mit einem Tragermoie- 
kul, bevorzugt das Peptid 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR, 

oder auch ein erfindungsgemaBer Anti-Idiotyp-AK, der adsorpuv oder kovalent an eine feste Phase gebun- 
denist, 

— einen Puffer zur Verdunnung der zu untersuchenden biologischen Flussigkeit der nicht-ionische oder 
ionische Detergentien oder Proteine enthalt, 

— ein spezifisches Konjugat, bestehend aus einem Antikdrper, der gegen humanes Immunglobulin IgG, 
IgN, IgA oder gegen mehrere dieser Immunglobuline gerichtet ist, und einem Enzym, 

— einen Puffer zum Verdunnen des Konjugats, der nicht-ionische oder ionische Detergentien oder Proteine 

enthalt , . # . 

— einen Puffer zum Waschen (Entfernen) der nichtgebundenen Immunreaktanten, der nicht-ionische oder 

ionische Detergentien oder Proteine enthilt, 

— eine Substratlosung zum Nachweis der Enzymreaktion und 

— eine Stopp-Ldsung zum Unterbrechen der Enzymreaktion. 

Mit der Entwicklung dieses neuen Testkits auf der Basis der erfindungsgemaBen Peptide lassen sich Veriaufs- 
beurteilungen relauv einfach und schnell durchfOhren. 

Mit dem erfindungsgemaBen Test, der ein 35—45 Aminosiuren langes Peptid des Sm-D an der festen Phase 
enthalt, lassen sich Anti-Sm-Ak mindestens ebenso haufig nachweisen wie Anti-dsDNA-Ak. Die Titer der 
Antikorper korrelieren gut mit der Aktivhat des SLE, so daB dieser Test neben den Kxankheitssymptomen die 
Verlaufsbeurteilung und Einschatzung des Therapieerfolges ermdglicht Somit kdnnen aufwendige Tests ersetzt 
werden. 

Oberraschend weisen die erfindungsgemaBen Peptide eine auBergewohnlich hohe Frequenz von posithren 
Reaktionen auf. Sie liegt z. R for das Peptid 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

bei liber 67%, wodurch analoge bekannte Peptide (positive Reaktionen bei ca 30%) deutlich iibertroff en werden 
(vglAbh.1). # _ J . 

Durch die Erfindung kann die Diagnose eines SLE mit hoher Sicherheit gestelit werden. Die Erfindung ist 
jedoch nicht nur fQr die Diagnose des SLE, sondem darOber hinaus auch fur eine Therapiekontrolle (Monitoring) 
sowie zur Produktion von Medikamenten gegen SLE hervorragend geeignet 

AuBerdem kdnnen die erfindungsgemaBen Peptide und ihre Folgeprodukte als Vakzine zur Erzeugung von 
Toleranzmechanismen verwendet werden. 

AnschlieBend wird die Erfindung an Beispielen naher erlautert, die die Erfindung aber nicht auf diese be- 
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schranken sollen 

Beispiel 1 

Urn ein Konf ormationsepitop zu erf assen, wurden 4 verschiedene Peptide des Sm-D-Proteins synthetistert 

1. Peptid83-99 mit folgender Sequenz: VEPKVKSKKREAVAGRG 
Z Peptid 95— 1 19 rait folgender Sequenz: 

VAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

3. Peptid 105— 1 19 mit folgender Sequenz: 
GRGRGRGRGRGGPRR 

4. Peptid 83— 1 19 mit folgender Sequenz: 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

Die Synthese der Peptide erfolgte nach der Methode, die erstmals von Atherton (vgL oben) beschrieben 
wurde. Zur 300A C18 Revers phase-Saule benutzt Die FluB-Ratebetrug lOOml/min. 
Diese Peptide wurden mit einem ELISA getestet 

Herstellung des ELISA 

Beschichtung der Antigene (Peptide) an die feste Phase des ELIS As 

Fur die Beschichtung wurden Polystyren-Platten (Nunc, Danemark) mit je 96 Wells verwendet Die Beschich- 
tung erfolgte mit 10 ng/ml, wobei 50 jjiI je Well verwendet wurden AJs Benetzungsmedhim diente 0,05 M 
Carbonatpuffer, pH 9,5. 

Die Benetzung erfolgte fiber Nacht bei Raumtemperatur. Nach dreimaligem Waschen mit dem Waschpuffer 
(PBSTween 0,1 % pH 7,2) wurden die Platten entweder weiter verwendet oder bei — 20°C eingefroren. 
Vor Wiederverwendung nach dem Einfrieren wurden die Platten erneut 3 x gewaschen. 

Probenauftragung von 40 SLE-Seren sowie von 50 Seren gesunder Probanden 

Vor dem Auftragen der Proben erfolgt eine Vorblockierung der Platten mit je 100 nl/Weli Probenpuffer 
(PBS-Tween, pH IX im Verhaltnis 1 : 100 mit Trockenmilch) fQr eine Stunde bei Raumtemperatur. Ohne einen 
Waschvorgang anzuschlieBen, erfolgt die Probenauftragung (Serumverdunnung i : 100 in Probenpuffer) mit je 
50 id/Well uber 2 Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieBend erfolgt 3 x der Waschvorgang mit dem Wasch- 
puffer. 

Konjugatzugabe 

Die Inkubation nrit POD-markiertem Anti-Human-IgG erfolgt in einer Verdunnung von 1 :1000 in Probenpuf- 
fer jeweils 50 pi/Well uber 2 Stunden bei Raumtemperatur. AnschlieBend wird wiedenim 3 x mit dem Wasch- 
puffer gewaschen. 

Farbung 

Die Farbung der Antigen-Antikoiperreaktion erfolgt mit 10 ml Gtratpuffer, pH 5,0, 5jU H2Q2 und 5mg 
Orthophenyiendiamin (OPD) jeweils 50 jd/Well uber 1 -3 Minuten. Das Stoppen erfolgt mit 150 jxlAVell Stopp- 
Idsung (100 ml 1 M H2SO4, 0,36 mg Natrtumsulfh). Die Farbintenshat oder optische Dichte (Extinlctionea) wurde 
bei 495 mm gemessen. Wie bei jedem anderen ELISA ist die resultierende Farbe der Reaktion proportional der 
Anzahl der konjugierten Antikorper, welche am Testantikdrper gebunden wurden In den meisten Fallen ist die 
Anzahl der gebundenen konjugierten Antikorper linear bezogen auf die Anzahl der an das Antigen gebundenen 
AntikGrper. 

Es wurde ein Standardserum zur Ersteilung einer Eichkurve verwendet, welches in Vorversuchen besonders 
gut reagierte. Die Konzentration diesem Standardserums in einer Verdunnung von 1 : 100 wurde mit 10 000 
Einheiten definiert. Diese Eichkurve wird auf jede Platte aufgetragen, und jedes Serum wurde doppelt bestimmt 

Der Normbereich (NB) wurde definiert mit: NB « Mittelwert der Nonnakeren plus dem zweifachen Wert 
der Streuung der Nonnalseren (n=106). In erfindungsgemaBen Testsystem lag der Normwert nach dieser 
Berechnung bei einer aus der Standardkurve errechneten Konzentration von 223 Einheiten. 

Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung der Peptide und ihre Reaktivhat bei den 40 SLE-Seren sowie bei 
den 50 gesunden Probanden. 

Die Grenze zum Normalbereich wurde ans der mittieren Extinktion der 106 Blutspender plus dem zweifachen 
Wert der Streuung ermittelt Unter Verwendung der relativ kurzen Peptide 83-99 und 95-119 werden im 
ELISA positive Reaktionen nur in jeweils 4% bzw. 25% der untersuchten Seren gemessea Wird dagegen das 
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Peptid mit der AS 83— 1 19 ais Festphasenantigen verwendet, so kommt es zum deutlichen Anstieg der positiven 
Reaktionen auf ca. 70% aller untersuchten SLE-Seren (Abb. l)i 

Oberraschend zeigte sich, daB die Verwendung langerer Peptide als Festphasenantigen im ELISA eine 
deutliche qualitative Verbesserung gegenuber bisher beschriebenen Assays erbringt 

Beispiei2 



Untersuchungen uber Spezifitat und Sensftritat des EUSAs mit dem Peptid 83 — 1 1 9 

Es wuiden insgesamt 176 SLE-Seren, 89 Seren von HIV-infizierten Patienten, 25 MCTD-Seren, 28 Seren von 
Patienten mit einer rheumatischen Atthritis, 15 Seren mh einem Sjogren-Syndrom, 20 Seren mit einer progressi- 
ve Sklerodermie (PSS), 30 Seren von Patienten mit einer Lyme-disease, 20 Hepatitis ^-positive Patienten, 25 
Seren mit Colitis ulcerosa und 105 Blutspender getestet 

Antikdrpergegen das Peptid 83— 1 19 fieBen sich in 673% aller untersuchten SLE-Seren nachweisen. Damit ist 
der ELISA hochspezifisch fur den SLR Vereinzelt treten positive Reaktionen auch bei der MCTD oder der RA 
auf, hohe Konzentrationen werden jedoch nahezu nur beim SLE erreicht (Abb. 2). 

Bei Verwendung eines kommerziellen Anti-Sm-ELISA (Sm-Elias) iieBen sich Anti-Sm-Ak nur in 10% der 
Seren nachweisen (Abb. 3)» m 

Vergleicht man SLE-Seren mit negativen Anti-dsDNA-Ak mit solchen mit Anti-dsDNA-Ak, so lassen sich die 
Antikorper gegen das SmD-Peptid in signifikant hdheren litem bei Anti-dsDNA-Ak-positiven Patienten nach- 
weisen (Abb. 4> Die Reaknvitaten im ELISA scfaeinen weiterhin abhangig zu sein von der Krankheitsaktivitat 
Urn diese Beobachtung zu uberprufen, wuiden 6 Patienten im Veriauf untersucht Die Abb- 5 zeigt den Verlauf 
einer typischen Patientin und den EinfluB der Therapie auf den Autoantikoiper-Hten Bei einer Patientin waren 
die Anti-Pep tid-Antikdrper nachweisbar, obwohl die Anti-dsDNA-Ak negativ waren. 

Mit der Entwicklung dieses neuen Testes mit dem Peptid 83— 1 19 an der festen Phase lassen sich Verlaufsbe- 
urteflungen relativ einf ach und schnell durchfOhrea Damit stellen sie eine gute Alternative zu den bisherigen 
aufwendigen Test dar. 

Beispiei3 

Nachweis von Autoantikdrpern gegen andere Autoantigene 

Die Haufigkeit der Anti-Peptid-Ak entspricht damit nahezu der von Anti-dsDNA-Ak. KQrzlich konnten 
Reichlin und Mharbeher eine Kreuzreaktivhat der Anti-dsDNA-Ak mit dem Ak gegen das Sm-D und A-Protein 
des snRNP nachweisen (Reichlin, MA. et al J. Clin Invest 1994; 93: 443-449). Da nur eine geringe Homobgie 
zwischen den Aminosauren besteht, wurde die Ursache der Kreuzreaktionen auf mogliche Konf ormationsepito- 
pe zuruckgefuhrt Um eine mdgliche Kreuzreaktivhat der Anti-SmD^3-ti9)rAk mit anderen Autoantikdrpern 
nachzuweisen, wurde eine Affinitatschromatographie mh dem an Sepharose gebundenen SmD(83- i i9)-Peptid 
durchgeffihrt und die Extinktionen in unterschiedlichen ELISAs vor und nach Buation der Anti-Peptid-Ak 
gemessen (Abb. 6). Es kam zum signifikanten Abfall sowohl im Anti-SmD-Peptid-EUSA als auch im ELISA zum 
Nachweis von Anti-dsDNA-Ak und Antikorpero gegen Nukleosomen. Zwischen diesen Autoantigenen scheinen 
demzuf olge Kreuzreaktionen zu bestehen. 

Patentanspriiche 

1. Peptide des Antigens Sm-D, bestehend aus 35 bis 45 Aminosauren, die ein Konformationsepitop bflden 
und Autoantikdrper binden konnen, wie sie beim systemischen Lupus erythematodes (SLE) vorkommen mit 
folgender Struktur: 
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a) PKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

b) EPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

c) VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

d) DVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

e) VDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

f ) RVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

g) IRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

h) TIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

i) DTIRVDV EPXVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
j) II)TIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
k) PIJDTIRVDVEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGP^ 

2. Peptid gemaB Anspmch 1, gekennzeichnet durch die Struktur 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR. 

3. Antikorper, die gegen Konfbrmationsepitope des Sm-D-Antigens gerichtet und dadurch gekennzeichnet 
sind, daB sie ein oder mehrere Peptide des Anspruchs i erkennen. 

4. Anttkdrper nach Ansprudi 3, dadurch gekennzeichnet, daS sie das Peptid 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
erkennen. 

5. Anti-Idiotyp-Antikorper nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie auf spezifische Art die 
Autoantikdrper des SLE in biologischen Flussigkeiten erkennetu 

6. Verwendung von einem oder mehreren Peptiden gemaB Anspruch 1 in antigenen Kompositionen, die 
dadurch charakterisiert and, daB sie mit den Autoantikdrpem, wie sie in biologischen Flussigkeiten beira 
SLE vorkommen, spezifisch reagierea 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die antigene Komposition das Peptid 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

enthait 

8. Verwendung von einem oder mehreren Peptiden gemaB Anspruch 1 oder einer Verbindung dieses 
Peptids mit einem TrigermolekQl in immunogenen Kompositionen, die die Produktion der Antikorper, die 
fahig sind, Autoanttgene beim SLE zu erkennen* induziereo. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, daB die immunogene Komposition das Peptid 
VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 

enthait 

10. Verwendung von einem oder mehreren Peptiden gemaB Anspruch 1 zur Bestirnmung von Anti-Sm- 
D-Antikorpern in biologischen Flussigkeiten, indem man 

— biologische Flussigkeiten mit mindestens einem Peptid oder einer Verbindung dieser Peptide mit 
einem Tragermolekul oder auch einem antiidiotypischen Antikorper in Kontakt bringt unter an sich 
ublichen Bedingungen, die eine Antigen-Antikdrper-Reaktion zulassen und daB 

— man den Nachweis dieser Antigen-Antikdrper-Reaktion oder einer Antikdrper-Anti-Idiotyp-Anti- 
korper-Reaktion durch physikalische oder chemische Methoden erhilt 

11. Verwendung gemaB Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB die Bestirnmung von Anti-Sm-D-Anti- 
korpera in einem Testkit erfolgt, der charakterisiert ist durch 

— mindestens 1 Peptid oder einer Verbindung dieses Peptids mit einem Tragermolekul oder auch ein 
Anti-Idiotyp-AK adsorptiv oder kovalent an eine feste Phase gebunden, 

— einen Puffer zur Verdunnung der zu untersuchenden biologischen FlQssigkeit, der mcht-ionische 
oder ionische Detergentien oder Proteine enthait, 

— ein spezifisches Konjugat, bestehend aus einem Antikorper, der gegen humanes Immunglobulin 
IgG, IgM, IgA oder gegen mehrere dieser Immunglobuiine gerichtet ist, und einem Enzym, 

— einen Puffer zum VerdQnnen des Konjugats, der nichtionische oder ionische Detergentien oder 
Proteine enthait, 

— einen Puffer zum Waschen (Entfemen) der nichtgebundenen Immunreaktanten, der nicht-ionische 
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oder ionische Detergentien oder Proteine enthalt, 

— eine Substrati5sung zum Nachweis der Enzymreaktion und 

— eine Stopp-Ldsung zum Unterbrechen der Enzymreaktion. 

12; Verwendung nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB der Testkh das Peptid 

VEPKVKSKKREAVAGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRR 
enthalt 

13. Verwendung der Peptide gemaB Anspruch 1 zur Produktion von Medikamenten gegen den SLE 

14. Verwendung der Peptide gemaB Anspruch 1 als Vakzine zur Erzeugung von Toleranzmechanismen. 

Hierzu 6 Seite(n) Zeichnungen 
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Abb. ¥ 

Beziehung zwischen den Anti-SmD(83-ii9)-Reaktivitaten im ELISA 
und dem Auftreten von Anti-dsDNS in der immunofluoreszenz 
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